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La pr6sente invention conceme un nouveau peptide intaragissant avec Bcl-XL et Bcl-2, 
ainsi que les m6thodes de criblage peimettant d'identifier des molecules enables de 
moduler cette interaction. 

La plupart des processus biologiques impUquent des interactions prot6ines-prot6ines. Un 
5 des objectifs fixes par la prot^omique est la realisation d'une carte de ces interactions. 
Celles-ci, impUqu6es dans la plupart des m6canismes de transductions de signal, sont des 
cibles de choix dans Telaboration d'un m6dicament 

n existe de nombreuses m6thodologies pennettant d'identifier des interactions proteiques. 
Une des plus r^pandues est le syst^e du double hybride initialement d6velopp6e et d&iiite 
10 par Fields et col. (US5;i83,173, US5,468.614, US5,667,973). 

Ce syst&me consiste k la base en un test in vitro entte deux prot6ines recombin6es. La 
premiere appel6e « prot6ine appit » est une prot6ine chim6rique fiisionn^e k un domaine de 
Uaison de I'ADN (DNA binding domain/BD) capable de se lier en amont d'un gene 
reporter. Les domaines de liaison couramment utilis6s sont ceux de Gal4 ou E.coli Lex A. 
La seconde prot6ine est egalement une prot^ine chim6rique commun^ment appel6e 
«proie» qui contient un domaine d'activation (activation domain/AD), en general 
provenant de Gal4. 

Cependant, ces mdthodes conventionnelles ont leurs limites. D est par exemple bien connu 
que de tels ciiblages peuvent conduire k des faux positife et/ou faux n^gatife et des 

20 confirmations biochimiques des r6sultats obtenus sont necessaires. 

Une technique plus perfonnante pennettant de minimiser les faux positife ou n6gatifs est 
d6crite dans la demande de brevet W09942612 et utiUse des levures haploides 
recombinantes contenant les polypeptides «appat» et «proie». Ce systeme pexmet la 
detection d'un plus grand nombre de «proies» k partir d'un «appat», de fa9on plus 

25 precise, plus reproductible et plus sensible que les autres methodes conventionnelles 
utilis^es dans le domaine. 
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L*apoptose est un processus de mort cellulaire jouant un role crucial chez les organismes 
pluricellulaires. H existe en effet deux formes de mort cellulaire : la necrose et Tapoptose. 
La necrose se rencontre lors de 16sions tissulaires : les cellules gonflent, conduisant a la 
fuite des constituants cellulaires puis k la lyse de la cellule, ce qui provoque une 

5 ixiflammation des tissus alentours. 

Au contraire, Tapoptose est un processus physiologique programme et r6gulS, dont on ne 
pent sous estimer Timportance puisque environ 10^ de hos cellules meurent tous les jours 
par ce mecanisme. De nombreuses pathologies sont relives k une deregulation de 
r6quilibre existant entre la croissance, la survie et la mort cellulaire. 

10 On pent citer en particulier les maladies autoimmules, certaines maladies neurologiques et 
les cancers. 

Maintenir xme cellule en vie ou programmer sa mort nScessite au moins dix families de 
prot6ines diff6rentes, parmi lesquelles la famille Bcl-2 joue un rdle majeur. Cette famille. 
contient environ vingt prot^ines parmi lesquelles Bcl-2 et Bcl-XL, prot6ines anti- 
15 apoptotiques favorisant la survie de la cellule, k I'inverse de Bax, Bak et Bid qui sont des-^ 
proteines pro-apoptotiques. Au cours de Tapoptose, il semblerait que les membres de la: 
famille Bcl-2 modifient leurs interactions avec leurs partenaires de fa9on a induire de&i 
changements irreversibles dans la cellule conduisant a la mort cellulaire. 

n est ainsi essentiel de pouvoir identifier des molecules capables de modifier ces 
20 interactions pour obtenir de r6els candidats medicaments efficaces dans les pathologies 
impliquant des deregulations de Tapoptose, notamment les maladies autoimmimes, 
certaines maladies neurodegeneratives et les cancers. 

La demanderesse a pr6sentement identifie un nouveau peptide interagissant avec les 
proteines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. 

25 Ce petit peptide de 22 acides amines correspond au domaine precis d'interaction avec Bcl- 
2 et/ou Bcl-XL et possfede les entires structuraux typiques d'un motif « BH3 », domaine 
d'interaction permettant la formation d'homo- ou d'heterodimeres. 
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La faible taille de ce peptide en fait un candidat id6al pour r61aboration d'un test 
permettant le criblage hautement efficace de mol&>ules capables de moduler les 
interactions entre ces proteines. 

On trouve dans la litt6rature de nombreux tests de criblage de modulateurs d'interactions 
prot^nes-proteines mais ils pr6sentent souvent des limites quant k leur sensibilite et leur 
faisabilit^ h haut d6bit. Les m6thodes couramment utilis6es necessitent la mise en oeuvre 
d'outils complexes (proteines de fusion, proteines recombinantes...) peu compatible avec 
un criblage k haut d^bit. EUes g6nerent le plus souvent un bruit de fond important et sont 
peu fiables d'un point de vue quantitatif : elles pr6sentent une fenStre de lecture r6duite ne 
permettant pas un criblage optimal des mol6cules test6es. 

La demanderesse a au contraire 61abor6 un test de criblage hautement efficace has6 sur la 
polarisation de fluorescence (Owidd J.C. et al.. Journal of Biomolecular Screening, 5, 
2000, 297-306). Cette technique permet par exemple de mesurer I'interaction entre un 
ligand marqu6 avec un fluorophore et un r6cepteur. Le principe consiste a mesurer une 
augmentation de la polarisation de fluorescence emise par le ligand fix6 k son r6cepteur 
compar6e k celle emise par le Ugand Ubre. La polarisation de fluorescence du ligand Ubre 
est d6pendante de son poids mol6culaire et sera d'autant plus importante- que le- poids 
mol6culaire sera 61eve. Ainsi lorsque ce test est r6alis6 avec un ligand de fort poids 
mol^culaire, ayant une forte polarisation de fluorescence intrinsfeque, il sera difficile 
d'apprecier de fa9on fiable la difference de polarisation de fluorescence entre le ligand libre 
et le ligand fix6. L'utilisation d'un ligand le plus petit possible permettra au contraire 
d'exacerber cette difference, et par cons6quent d'augmenter la precision de I'essai. II sera 
ainsi possible de mieux 6valuer la r6elle activity d'une mol6cule, et d'effectuer ces 
criblages k haut d6bit. 

Plus particuHferement, la presente invention conceme le peptide comportant la sequence 
d'acides amines de la figure 1 (SEQ ID N°l) ainsi que ses variants fonctionnels. 



Par « variants fonetionnels », on entend tons fragments on mntants ponctuels du peptide 
decrit dans la figure 1 capables d'interagir avec les prot6ines Bcl-2 et/ou Bcl-XL. 

Ce peptide a 6t6 identifi6 par la m6thode du double hybride en utilisant Bcl-XL et Bcl-2 en 
tant que prot6ines « appats ». Trois banques de cDNA humains (placenta, cerveau, lignee 
cellulaire CEMC7) ont .6t6 pribl6es, et ont permis Tidentificaticn de fragments «proies » 
correspondants i des sequences partielles de la sequence HC21ORF80 (Num6ro 
d' Accession 1SIM_015227). 

II a 6t6 ensuite determine experimentalement par la technique du double hybride qu'un 
firagment de cette sequence est necessaire et suffisant pour obtenir T interaction avec Bcl- 
XL et/ou Bcl-29 et correspond au fragment de 22 acides amin6s decrit dans la figure 1 . 

L'interaction avec les prot6ines . Bcl-2 et Bcl-XL a 6t6 validee par des techniques, 
biochimiques (co-inimunopr6cipitationj, GST pull-down) et Factivite biologique de c^ 
peptide a pu &tre confirm6e par transfectipns et/ou microinjections dans des cellules ou il a; 
&t6 montre quMl induisait I'apoptose. 

1."' 

La presente invention conceme egalement les sequences d*acides nucleiques d6duites selon\ 
le code genetique de la sequence d'acides amines de la figure 1 ainsi que de celles des 
variants fonetionnels decrits precedemment 

Plus particuli&rement, Tinvention conceme la sequence d*acide nucl6ique de la figure 2 
(SEQ ID N°2) codant poxir le peptide d6crit dans la figure 1. 

Par «s6quences d'acides nucl6iques», il doit Stre corapris une sequence nucl6ique isolee 
de son contexte naturel. II s'agit notamment de sequences isolees, amplifiees et/ou 
purifiees et eventuellement modifiees par genie genetique. 

L'invention conceme aussi im vecteur recombinant comprenant ime sequence d'acide 
nucleique selon Tinvention. 
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Par vecteur, il faut comprendre tout type de vecteur pennettant rintroduction de la 
sequence d^acide nucleiqu© dans une cellule-h6te et Texpression du polypq)tide. 
La vecteur recombinant salon I'invention est caracterise en ce qu'il comprend les 
sequences d'ADN n6cessaires k I'expression des peptides selon Tinvention et plus 
5 particuliferement du peptide d^crit dans la figure 1 . 

On pent citer en particulier les vecteurs derives des plasmides bact6riens, les 
bacteriophages, les plasmides et chromosomes de levure, les virus.. . 



L'invention porte aussi sur les cellules-hotes transformees par les vecteurs recombinants. 
Ces cellules sont pr6ferentiellement des bact&ies ou des cellules eucaryotes. On pent citer 
10 a titre d'exemple Escherichia coli^ les levures, les cellules d'insectes ou de mammif&res. 

L'mvention porte par ailleurs sur un proc6d6 de criblage d'agents capables de moduler 
I'interaction entre les peptides selon Tinvention et plus particuUerement le peptide decrit 
dans la figure 1, et des proteines anti-apoptotiques et plus particuli^rement BcI-2 et Bel- 
XL. Les agents modulateurs de ces interactions seront avantageusement des molecules 
15 synthetisees chimiquement ou issues de banques de produits. 

Le proc6dS de criblage selon Tinvention contient les 6tapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon Tinvention marqu6 avec un marqueur de 
fluorescence ; 

b) rincubation avec le compose a tester ; 

20 c) Tajout de la prot6ine de fiision contenant la prot6ine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence. 

L'invention conceme en particulier le precede de criblage de molecules capables 
d*inhiber I'interaction entre le peptide et la proteine anti-apoptotique, comprenant les 
etapes suivantes : 



a) la preparation du peptide selon rinvention marque avec un tnarqueur de 
fluorescence ; 

b) rincubation ou non avec le compos6 k tester ; 

c) Tajout de la protfeine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence avec et sans le compos6 k tester ;. 

e) la selection des molecules pour lesquelles Taugmentation de la polarisation de 
fluorescence observ6e avec le compos6 a tester est sigiaificativement infSrieure k 
celle observ6e sans le compost a tester. 

L'invention conceme en particulier le proc6d6 de criblage de moleciUes capables 
d'augmenter Tinteraction entre le peptide et la prot6ine anti-apoptotique, cbmprenant 
les 6t^es suivantes : . 

a) la preparation du peptide selon Tinvention inarqu6 avec un marqueur de 
fluorescence ; 

b) rincubation ou non avec le compose i tester ; 

c) Tajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; , ^ 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence avec et sans le compos6 a tester ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles Taugmentation de la polarisation de 
fluorescence observee avec le compose a tester est significativement*sup6rieure -i " 
celle observee sans le compose k tester. 

Selon xm mode de realisation pr6fere des precedes pr6cedemment decrits, le marqueur 
de fluorescence sera par exemple Oregon Green, Bodipy ou la fluoresceine, et plus 
particulierement la fluoresceine. 

Le peptide selon Tinvention utilise dans les precedes de criblage sera 
pref6rentiellement le peptide decrit dans la figure 1. 

Avantageusement, les proced6s selon Tinvention seront realises avec les proteines anti- 
apoptotiques Bcl-2 et Bcl-XL. 
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Par consequent, Tinvention porte aussi sur Tutilisation des peptides selon Tinvention pour 
le criblage selon les proced6s de rinvention de molecules actives capables de moduler 
Tapoptose. 

Plus particulidrement, Tinvention conceme Tutilisation des peptides selon Tinvention pour 
5 le criblage selon les proc6d6s de Tinvention de molecules utiles dans le traitement des 
pathologies impliquant une deregulation de Tapoptose. 

L'invention conceme done Tutilisation des peptides selon Tinvention pour le criblage selon 
les precedes de Tinvention de molecules utiles dans le traitement des maladies 
autoimmunes, de certaines maladies neurologiques et des cancers. 



10 DESCRIPTION DES ETGURES 

Figure 1 : S6quence d'acides amines du peptide interagissant avec Bcl-2 et Bcl-XL (SEQ 
DDN^l) 

Figure 2 : Sequence d'acides nucleiques codant pour le peptide d6crit dans la figure 1 (SEQ 
IDN^2) 
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Les exemples suivants illustrent I'invention et ne la limitent en aucune fa9on : 
EXEMPLE 1 ; Identification du peptide d6crit dans la flgnre 1 

Trois banques de cDNA humains ont et6 cribl6es (placenta, cerveau, lign6e cellulaire 
CEMC7) par la technique du double hybride (Fields et coL) chez la levure en utilisant le 
5 protocole de conjugaison (Legrain et col.. Nature Genetics, 1997, 16, 277-282). 

1) Preparation des « appdts » et « proies » 

a) Les « appits » utilis6s sent : • Bcl-XL d616t6e de son extrdnoite C-terminale (1-209) 
fusioim6e au domaine de liaison a TADN LexA 

- Bcl-2 d616t£e de son extratnite C-terminale (1-211) 
10 fusioim6e au domaine de liaison k T ADN LexA. 

lis sont exprimes dans Saccharomyces cerevisiae (CGI 945 ou L40AGal4) et mis en 
preculture k 30°C dans un milieu synthetique depourvu de tryptophane (DO-Trp) 
jusqu'a obtention d'une DOeoonm comprise . entre 0,1 et 0,5. Cinquante ml d'une 
dilution de cette preculture (DOeoonm =0,006) sont incubus k 30°C pendant une nuit. 

15 b) Une collection de levures contenant les plasmides exprimant les banques de cDNA 

fusionn6s au domaine d'activation de la transcription Gal4 est obtenue par 
transformation apr^ selection sur un milieu d6pourvu en leucine (DO-Leu). Ces 
levures sont aliquotees et conserves ^-80°C. 

2) Conius^aison 

20 La conjugaison est xealisee avec un ratio << appat »/ « proie » egal a 2. 

Une quantite de ceUides de « levure-appSts » obtenues au stade l)a) correspondant k 50 
unit6s DOeoonm est m61ang6e aux « levure-proies » obtenues au stade l)b). Apres 
centrifugation, le culot est resuspendu dans un milieu YPGlu, 6tal6 sur des boites de 



culture YPGlu et incub6 4 heures 30 ^ 30°C. La s61ection des levures conjugu6es 
contenant un « appat » et une «proie » capables d'interagir ensembles est realis6e sur 
un milieu DO-Leu-Tip-His : I'absence de leucine et de tryptophane permet de 
maintenir une pression de s61ection ne pennettant qu'aux levures contsaant les deux 
types de plasmides («appats»/« proles ») de pousser; I'absence dTiistidine dans le 
milieu peaa&t de s61ectionner les levures conjug6es contenant un plasmide « appat » et 
un plasmide «pn>ie » capables d'interagir ensembles : cette interaction permet d'activer 
le gbne HISS codant pour \me enzyme impliqu6e dans la biosynth^e de I'histidine. 

3) Identification des clones positifs 

Les fragments «proie » d'lme colonic de levures s61ectionnees selon 2) sont amplifies 
par PCR k partir d'un lysat brut de cette colonic, en utilisant des amorces sp6cifiques 
du vecteur « proie » : 

ABSl 5'-GCTTTGGAATCACTACAGG-3' 
ABS2 5'-CACGATGCACGTTGAAGTG-3'. 

Les produits de PCR sont ensuite s6quenc6s et les sequences obtenues sont identifi^es 
par comparaison avec des banques de donnees. 

Parmi les clones positife obtenus, des fragm^its de 300 acides amines environ Tsnt pu 
8tre identifies comme 6tant des sequences partielles de la s6quence HC21ORF80 
(Num6ro d' Accession : NM_015227)- 

4) Identificati on du peptide decrit dans la fieure 1 

Des experiences de double hybiide r6alis6es selon les stades 1), 2) et 3) prdcedemment 
d6crits I partir de plus petits fragments de la sequence HC21ORF80 ont permis 
d'identifier un petit peptide de 22 acides amines comme 6tant necessaire et suffisant 
pour obtenir I'interaction avec Bcl-XL et Bcl-2 : Asp-Thr-Arg-Arg-Ser-Met-Val-Phe- 
Ala-Arg-His-Leu-Arg-Glu-Val-Gly-Asp-Glu-Phe-Arg-Ser-Arg. 



-10- 

EXEMPLE 2 : Validation de Finteraction entre le peptide d^crit dans l^Exemple 1 et 
Bcl-2 et/on Bcl^XL 

1) GST « vulUdown» 

L'interaction entre le pq)tide obtenu dans TExennple 1 et Bcl-2 et/ou Bcl-XL est 
valid6e par mesure du d6placement de Tinteraction entre une proteine k motif « BH3 ». 
Bid et la proteine de fusion GST-Bcl-2 ou GST-Bcl-XL. 

a) Svnthese de Bid radiomarqu6e 

La proteine marquee est obtenue en utilisant le kit TNT Quick Master (Promega). . 
Quarante ^il de melange TNT sent incubes pendant 90 minutes k 30®C avec 2 jxl 
(equivalent k 20 \xC\) de ^^S-methionine (Amersham), 1 ng d' ADN plasmidique codant 
pour Bid et de Teau en quantite suffisante pour atteindre un volume de 50 jaL 
Le nombre de fmoles/ fil de proteine radioactive produite est calcule apartir du nombre 
de methionines dans la proteine. 

b) GST « pull-down » 

Quatre fmoles de pfot6ine Bid radioactive sonf incuB^es 2i 4^C pendant 3 heures avec 3 
fig de la proteine de fusion glutation-S-transfi§rase-Bcl-XL (GST-Bcl-XL) ou glutation- 
S-transf6rase-Bcl-2 (GST-Bcl-2) ou GST seule dans 300 fxl de tampon de liaison (142 
mM KCl, 5 mM MgCb, 10 mM tampon Hepes, 0,5 mM DTT, 1 mM EDTA, inhibiteur 
de proteases, pH 7,4) et 0,4% de Triton XIOO. Les billes de « glutathione sepharose 4 
fast flow » (Amersham) sont lavees 3 fois dans le tampon de liaison et remises en 
suspension dans ce tampon de fa9on a obtenir une solution a 50%. 20 ^xl sont ajoutes a 
chaque echantillon et incubes sous rotation 2l 4 °C pendant 1 heure. Les billes sont 
ensuite lavees 3 fois dans le tampon de liaison, puis 25 fil de tampon 2x SDS, Laemmli 
(Sigma) sont ajoutes- Les 6chantillons sont places 5 minutes k 95°C puis d6pos6s sur un 
gel a 12% Tris-Glycine (Invitrogen). Aprfes 61ectrophor^e, le gel est ensuite incub6 
dans une solution de s6chage (Invitrogen) pendant 30 minutes, puis s6ch6 pendant 150 
minutes a 70*^0. Les prot6ines radioactives sont revelees par exposition d'un film 
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Kodak BioMax MS-1 (Sigma). Pour effectuer le test de competition avec le peptide i 
tester, celui-ci est ajout6 k la solution initiale avec des concentrations allant de 1 i 
100 nM. 

c) Rfeultats 

Lorsqu'on ajoute i la solution initiale le peptide obtenu dans I'Exemple 1, le signal 
autoradiographique de Bid disparalt. Ce resultat montre que le peptide obtenu dans 
rExemple 1 inhibe I'interaction entre Bcl-2 et Bid et entre Bcl-XL et Bid. 

2) Polarisation de fluorescence 

Une solution contenant 1 4 lOOnM du peptide obtenu dans I'Exemple 1 marqu6 k la 
fluoresc6ine k rextr6mit6 N-terminale est m61ang6e k une solution contenant la 
prot^ine de fusion GST-Bcl-XL ou GST-Bcl-2 k la concentration de 0,1 a 1 dans 
un tampon contenant Na2HP04 20 mM pH 7,4, de I'EDTA 1 mM, NaCl 50 mM, de 
I'acide pluronique F-68 0,05%. La polarisation de fluorescence est ensuite mesur6e par 
I'appareil En Vision (Packard Perkin-Ehner). 

Rfeultats : Une augmentation significative de la polarisation de fluorescence est 
observ6e lorsque le peptide obtenu dans l*Bxemple I est incub6 avec les proteines de 
fusion contenant Bcl-XL et Bcl-2 attestant de sa fixation sur ces prot6mes. 



EXEMPLE 3 : Test de criblage de mo l6cnles caoables dMnhiber rinteraction entre 
Bcl-2 et/on Bcl-X L et le peptide obtenu dans TExeniple 1 

Les produits k tester sont distribues dans des plaques 384 puits (Coming Flat Bottom) k 
une concentration finale de 10 ng/ml. Un puits est rempli avec une quantit6 6quivalente de 
tampon/solvant sans corapos6 k tester et constituera le t6moin. Le peptide obtenu dans 
I'Exemple 1 marqu6 k la fluoresc6ine est ajout6 dans chaque puits de maniere k obtenir une 
concentration finale aUant de 1 i 100 nM. La prot6ine de fusion GST-Bcl-XL ou GST-Bcl- 
2 est ensuite ajout^e de fa9on k obtenir une concentration finale de 0,1 ^ 1 dans un 
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tampon contenant Na2HP04 20 mM pH 7,4, de TEDTA 1 mM, NaCl 50 mM, de Facide 
pluronique F-68 0,05%. La polarisation de fluorescence est ensuite naesuree par Tappareil 
En Vision (Packard Perkin-Elmer). Une diminution significative de la polarisation de 
fluorescence enregistr6e dans I'essai realis6 avec le compose a tester comparee k celle 
obtenue sans le coirq?os6 k tester ^uits temoin) permet de conclure k une activite 
inhibitrice de la molecule. A Tinverse, une augmentation signifiicative de la polarisation de 
fluorescence dans Tessai avec le produit k tester compar6e au temoin permet de conclure k 
ime activite activatrice de la molecule. 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide interagissant avec les proteines anti-apoptotiques Bcl-2 et/ou Bcl-XL 
caract6ris6 par la sequence suivante (SEQ ID N^^l) : Asp-Thr-Arg-Arg-Ser-Met-Val-Phe- 
Ala-Arg-ffis-I^u-Arg-Glu-Val-Gly-Asp-Glu-Phe-Arg-Ser-A^^ , 

5 2, Pqptide caract6ris6 en ce qu*il correspond a un fragment ou i un mutant ponctuel du 
peptide selon la revendication 1 et en ce quMl pr6sente une interaction avec les prot6ines 
anti-apoptotiques Bcl-2 et/ou Bcl-XL . 

3. Sequence d^acides nucl6iques codant un peptide selon la revendication 1 
caract6ris6e par la s6quence suivante (SEQ ID N®2) : 

10 5'-GATACCCGTCGCAGCATGGTGTTTGCCAGGCACCTGCGGGAGGTGGGAGA 
CGAGTTCAGGAGCAGA 

4- S6quences d'acides nucleiques deduites selon le code genetique de la sequence 
d'acides amines selon la revendication 1. 

5. S6quences d'acides nucl6iques deduites selon le code genetique de la sequence 
15 d'acides amines selon la revendication 2. 

6. Vecteur recombinant caracterise en ce qu'il comprend une sequence d'acides 
nucl6iques selon Tune des revendications 3 k 5, 

7. VectexjT recombinant selon la revendication 6 caracterise en ce que le vecteur est un 
plasmide comprenant les sequences n6cessaires k Texpression du peptide dans une cellule- 

20 hote, 

8. Cellule-h6te caracteris6e en ce qu'elle est transfonnee par le vecteur recombinant 
selon Tune des revendications 6 ou 7. 
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9. Precede d'identification de molecules capables de moduler rinteraction entre un 
peptide selon Tmie des revendications 1 ou 2 et une proteine anti-apoptotique, caracterise 
en ce qu*il comprend les 6tapes suivantes : 

a) la pr6paration d*un peptide selon rune des revendications 1 ou 2 marqu6 avec un 
marqueur de fluorescence ; 

b) rinQubation avec le compost k tester ; 

c) Tajout de la proteine de fusion contenant la prot6ine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence. 

10. Proc6d6 d'identification de mol6cules capables d'inhiber Tinteraction entre un 
peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 et une prot6ine anti-apoptotique, caracterise 
en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 marque avec un 
marqueur de fluorescence ; 

b) rincubation avec ou sans le compos6 k tester ; 

c) r ajout de la prot6ine de fusion contenant la prot6ine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence ; 

e) la selection des molecules pour lesquelles T augmentation de la polarisation de 
fluorescence observ6e avec le compos6 ^ tester est significativement inferieure a 
celle observ6e sans le compos6 k tester. 

11. Proced6 dMdentification de molectiles capables d'augmenter Tinteraction entre un 
peptide selon Time des revendications 1 ou 2 et une prot6ine anti-apoptotique, caracterise 
en ce quMl comprend les etapes suivantes : 

a) la preparation d'un peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 marqu6 avec un 
marqueur de fluorescence ; 

b) rincubation avec ou sans le compost a tester ; 

c) Tajout de la proteine de fusion contenant la proteine anti-apoptotique ; 

d) la mesure de la polarisation de fluorescence ; 

e) la s61ection des mol6cules pour lesquelles T augmentation de la polarisation de 
fluorescence observ6e avec le compose k tester est significativement superieure a 
celle observ6e sans le compose k tester. 
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12. Proc6de selon l*une des revendications 9 i 11 dans lequel le peptide utilise, est 
caract6ris6 par la sequence SEQ ID N°l. 

13. Proc6de selon Tune des revendications 9 i 11 dans lequel le marqueur de 
fluorescence utilise est la fluoresceine. 

5 14. Proc6d6 selon Time des revendications 9 a 11 dans lequel la proteine anti- 
apoptotique est Bcl-2 ou Bcl-XL. 

15. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 pour Tidentification 
selon le proc6d6 d'une des revendications 9 ^ 1 1 de molecules modulatrices de Tapoptose. 

16. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 pour Tidentification 
10 selon le proc6de d'une des revendications 9 a 1 1 de molecules utiles dans le traitement des 

pathologies impliquant une d6r6gulation de Tapoptose. 

17. Utilisation d'un peptide selon Tune des revendications 1 ou 2 pour Tidentification 
selon le proc6de d'une des revendications 9 a 1 1 de molecules utiles dans le traitement des 
maladies autoimmunes, de certaines maladies neurologiques et des cancers^ 



Fieme 1 : Siquence d'acides amines du peptide interagissani avecBcl-2 etBcl-XL 
(SEQIDN**!) 

Asp-Thr-Ai^-Arg-Ser-Met-Val-Phe-Ala-Arg-His-Leu-Arg-Glu-Val-Gly-Asp-Glu- 
Phe-Arg-Ser-Arg 



Figure 2 : Sequence d'acides nucUiques codant pour le polypeptide decrit dans la figure 
1(SEQIDN''2) 

5'-GATACCCGTCGCAGCATGGTGTTTGCCAGGCACCTGCGGGAGGTGGG 
AGACGAGTTCAGGAGCAGA -3' 
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